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I. Uvod

Zakladnim predpokladem intenzivniho vyuzivani reprodukénich biotechnologii ke
Slechténi hospodarskych zvitat je dalsi rozvoj soucasnych, u skotu jiz rutinné pouzivanych
postupl a zavedeni novych metod na vyssi technologické Grovni. Jednim z nejefektivnéjsich
zpusobd, jak vyuzit geneticky cenné jedince k systematickému Slechténi skotu, je v chovatelsky
vyspélych zemich EU intenzivné pouzivana metoda opakované transvaginalni aspirace
oocytl - ovum pick up (OPU) a nasledna fertilizace oocytl in vitro (OPU/IVF). Systematické
ziskavani oocytl od vysokouZitkovych krav a geneticky cennych jalovic, jejich oplozeni
sexovanymi spermiemi elitnich byk( a produkce embryi definovaného pohlavi in vitro (IVP)
viak stdle patfi mezi relativné narocné biotechnologické postupy. Hlavni prednosti vyuZiti
sexovanych davek k produkci geneticky cennych embryi je skuteCnost, Ze embrya
produkovand pro pfimy embryotransfer nebo kryokonzervaci spliuji z vice nez 90%
pravdépodobnosti poZzadavky chovatele na samd¢i nebo samici pohlavi. Vzhledem k tomu, Ze
pocet oocytll ziskanych od individualnich donorek béhem jedné aspirace je relativné nizky, je
vysoce UcCelné vyuZivat sexované sperma pro oplozeni a pfipravit embrya predikovaného
pohlavi bez nutnosti je vystavovat biopsii a sexovani pred transferem do synchronizovanych
prijemkyni nebo prfed kryokonzervaci.

Dulezitym predpokladem pro S$irSi uplatnéni sexovanych inseminacnich davek pfi
produkci geneticky cenného potomstva je vyssi Uspésnost zabrezavani po inseminaci i
efektivnéjsi metody ziskavani IVP embryi (Lu and Seidel 2004; Becker et al. 2012). Zcela zasadni
pro zvyseni fertilizaéni schopnosti spermii jsou Setrnéjsi technologie sexovani a modifikace
standardné pouZivanych postupd inseminace i IVF. Vyvoj ucinnéjSich metod sexovani
bovinnich spermii je dlouhodobym pfedmétem zajmu zakladniho vyzkumu i komercnich firem,
pricemz snahy, jak zlepsit technologii sexovani a zvysit fertilizani schopnost sexovanych
spermii, jsou vedeny dvéma smeéry, postupnym zdokonalovanim soucasnych metod sexovani
pomoci pratokové cytometrie a vyvojem zcela novych technologickych postupt (Seidel et al.
2012; Machatkova et al. 2015). Dosud provedené studie potvrzuji, Ze ve srovndani s davkami
konvencnimi maji sexované davky nizsi kvalitu z hlediska koncentrace, motility, integrity
bunécénych membran i funkéniho stavu akrozomu ( Calvalho et al. 2010). Soucasné ukazuiji, Ze
dopad procesu sexovani na fertilizacni schopnost mlze byt zavisly na geneticky podminéné
odolnosti spermii individuadlnich byk( k fyzikdlnimu a chemickému stresu, kterému jsou
spermie vystaveny béhem procesu sexovani (Seidel and Garner 2002; Suh et al. 2005). |
z tohoto dlvodu neni metoda fertilizace oocytl vysokoprodukénich krav sexovanymi
spermiemi elitnich byk{ v systému in vitro po technologické strance v CR dosud zvlddnuta a
prakticky vyuzivana.

Aby doslo ke zvyseni fertilizani schopnosti sexovanych spermii plemennych bykl je
nutné modifikovat technologické postupy, které jsou v soucasné dobé rutinné pouzivané pfri
produkci embryi geneticky cennych zvifat. Ke zlepSeni efektivnosti oplozeni v systému in vitro
vyznamneé prispiva i zvySeni kvality zralych oocyt(. Vyvoj Gcinnéjsich metod zrdni a fertilizace
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oocytl v podminkach in vitro je nezbytny také k rozvoji dalSich, technologicky narocnéjsich
metod, véetné metod klonovani a transgeneze, které vyZzaduji kvalitni zralé oocyty a
progresivné se vyvijejici embrya definovaného genomu.

Il. Cile a vyvoj metodiky

Cilem navrhované metodiky bylo zlepsit fertilizacni schopnost sexovanych spermii bykd a
standardizovat vyvoj embryi jak samiciho tak i samciho pohlavi v systému in vitro. Na zakladé
modifikaci metod zrani a oplozeni oocytl zvysit produkci embryi predikovaného pohlavi na
uroven, ktera by umozZnila inovovat soucasné biotechnologické postupy a vyvijet nové
biotechnologie vyuzitelné ve slechténi skotu. Aby bylo mozno zefektivnit pripravu IVP embryi
definovaného pohlavi, bylo nutno provést experimenty s nasledujicimi dil¢imi cili -

» zvysit kvalitu zralych oocytd pouZivanych pro produkci embryi a cytoplastl
» charakterizovat vliv fertilizacniho prostfedi na pohlavi embryi

» optimalizovat produkci prenosuschopnych embryi poZzadovaného genomu
» oveéfrit ucinnosti vyvoje embryi definovaného pohlavi po kryokonzervaci
>

ovérit pohlavi embryi po oplozeni oocytl sexovanymi spermiemi

V priibéhu feseni uvedenych cilt byly ziskany poznatky, které autofi metodiky vyuzili k
modifikaci odpovidajicich metodickych postup(.

2.1. Zvyseni kvality oocyti béhem zrani

Oocyty ziskané od geneticky cennych donorek v rlizném stadiu folikulogeneze jsou
vysoce heterogenni populaci z hlediska meiotické a vyvojové kompetence, to je schopnosti
dokondit jaderné i cytoplazmatické zrani a po oplozeni se vyvijet do prenosuschopnych
embryonalnich stadii. Relativné malda ¢ast oocytl (primeérné 25 %), které pochazeji z folikult
> 6 mm, je schopna za standardnich podminek kultivace dozrat a poskytnout vyssi podil
embryi. Pfevaind Cast oocytl (primérné 75 %), které jsou ziskany z folikulll <5 mm, vsak
vykazuje relativné nizkou uroven cytoplazmatického zrani a produkce embryi. Vyvojové méné
kompetentni oocyty jsou deficitni, pokud se tyka nékterych mitochondrialnich funkci a
produkce energetickych zdroju (Jeseta et al. 2014). Pfitom energeticky stav zralych oocytu je
vyznamny pro Uspésny prlbéh oplozeni a ndstup embryondiniho vyvoje. Vysledky
provedenych experimentl prokazaly, Ze aktivaci mitochondrii pomoci specifického stimulans
béhem zrani je mozno zvysit energetické zasoby u méné kompetentnich bovinnich oocytl a
zefektivnit uc¢innost oplozeni i raného embryonalniho vyvoje na Uroven vice kompetentnich
oocytl (Knitlova et al. 2017).



2.2 Charakteristika vlivu fertilizacniho prostredi na pohlavi

Béhem nasledujicich experimentd bylo prokdzano, Ze produkci pfenosuschopnych
embryi a jejich pohlavi vyznamné ovliviiuje kultivacni prostredi, ve kterém dochazi k oplozeni
zralych oocytll, nezavisle na tom, zda spermie jsou nebo nejsou vystaveny procesu sexovani.
Soucasné bylo prokdzano, Ze prubéh akrozomdlni reakce a interakce spermii s oocyty lze
modifikovat kombinacemi kapacitacnich stimulans a IVF systém( a timto zpUsobem ovlivnit
jak produkci embryi, tak i jejich pohlavi. U¢innost produkce embryi ve standardnim
makrosystému se zvysila na 43,0 %, pokud byly nesexované spermie stimulovany heparinem
v kombinaci s PHE mixem (penicillamin, hypotaurin a epinefrin) ve srovnani s ucinnosti
produkce embryi vyvijejicich po oplozeni oocytl v prostfedi heparinu s kofeinem (24,7 %).
Jestlize k oplozeni oocytll doslo v mikrosystému s heparinem a PHE mixem potom produkce
embryi dosahla az 48,0 %, vCetné zvyseni progndzy jejich vyvoje po embryotransferu. Zatimco
pti kapacitaci nesexovanych spermii heparinem s kofeinem a oplozeni oocytli v makrosystému
byl relativni pomér samiciho a samciho pohlavi u ziskanych embryi 67,0 % vs 33,0 %, tak pfi
kapacitaci spermii heparinem s PHE mixem a oplozeni v mikrosystému byl relativni pomér pro
obé pohlavi zcela opacny (33,0 % samici vs 67,0 % samci).

2.3. Optimalizace produkce embryi poZzadovaného genomu

Autofi metodiky potvrdili, Ze vliv technologie sexovani na fertilizacni schopnost spermii
v podminkach in vitro se lisi u individualnich plemenik( (Lu and Seidel 2004; Machatkova et
al. 2017). Bylo prokazano, Ze soucasna technologie sexovani spermatu metodou pritokové
cytometrie ovliviiuje pfedevsim funkéni stav akrozomu, ponévadz u spermii nékterych byki
vyvola ¢astecnou kapacitaci a morfologické zmény, které je tfeba brat v vahu jak pfi produkci
embryi in vitro tak i pri inseminaci. Z uvedeného dlivodu byly provedeny experimenty s cilem
akcelerovat nastup akrozomdlni reakce u sexovanych spermii uUcinnéjsi kombinaci
kapacitacnich stimulans, heparinu, kofeinu a PHE mixu (penicillamin, hypotaurin epinefrin) a
timto zpUsobem synchronizovat interakci sexovanych spermii se zralymi oocyty. Optimalizace
podminek oplozeni na zdkladé reakce spermii na kapacitacni agens u individualnich byka
signifikantné zvysila Gcinnost normalniho oplozeni oocytl a vyvoje ranych embryi do
prenosuschopnych stadii blastocysty, priimérné na vice nez 20 %, ktera odpovida primérné
ucinnosti vyvoje do prenosuschopnych stadii u geneticky cennych embryi bez predikce
pohlavi.

2.4. Ovéreni vyvoje embryi po kryokonzervaci

Zisk prenosuschopnych embryi a jejich kryotolerance jsou zavislé prfedevSim na
meiotické a vyvojové kompetenci ziskanych oocytl. Nedostatek vyvojové kompetentnich
oocytl a nizsi ucinnost vyvoje embryi po kryokonzervaci patfi mezi zakladni problémy, které



z technologického hlediska limituji SirSi vyuziti konzervovanych IVP embryi v reprodukci a
Slechténi skotu. Schopnost embryi prodélat kryokonzervaci a po rozmrazeni se vyvijet do
stadia hatchingu je ve vétsSiné experimentdlnich studii pouzivana pro hodnoceni viability
rozmrazenych embryi, ponévadZ vysoce koreluje s progndézou Uspésného vyvoje po
embryotransferu. Vramci reseni byla primérna uUspésnost vyvoje po rozmrazeni embryi
holstynského plemene ziskanych z oocytl oplozenych spermiemi X 84,2 %, 68,4 % embryi se
vyvijelo do stadia hatchingu. Uspé&3nost vyvoje embryi po kryokonzervaci tak odpovidala
uspésnosti zabrezavani prijemkyni po primém embryotransferu IVP embryi a embryi ziskanych
vyplachem superovulovanych darkyni, které jsou priimérné dosahovany v chovech skotu.

2.5. Ovéreni pohlavi pfenosuschopnych embryi

Béhem reseni metodiky bylo pohlavi prenosuschopnych embryi vyvijejicich se po
oplozeni oocytll spermiemi X separovanymi z komercné dostupnych inseminacnich davek
spermatu elitnich bykd ovéfeno metodou PCR. Relativni podil sami¢iho a samciho pohlavi
embryi pouzitelnych pro embryotransfer byl 83,9 % vs 16,1 % u mlééného plemene HolsStyn a
96,6 % vs 3,4 % u masného plemene Aberdeen Angus.

lll. Vlastni popis metodiky
3.1. Priprava embryi definovaného pohlavi

3.1.1. Zrani oocytl

Oocyty individudlnich donorek jsou preneseny do média TCM-199 s 1 % estralniho
bovinniho séra a selektovany na zakladé své morfologické kvality. Pro zrani jsou pouzity pouze
oocyty s ukoncenym rlistem (130 um), bez vyraznéjSich defektli v cytoplazmé, obklopené
intaktni zonou pellucidou a coronou radiatou a nejméné jednou vrstvou bunék kumulu.
Oocyty jsou preneseny do jamek mikroplotny (NUNCLON) obsahujici 500 pl zraciho média. Pro
zrani se pouzivda médium TCM-199 doplnéné 0,2 mM pyruvatu sodného, 5% ECS,
gonadotropiny (P.G. 600 15 I.U./ml; Intervet) a antibiotiky (50 IU/ml penicilinu, 50 pg/ml
streptomycinu, Sigma). Médium je nejdfive ekvilibrovano po dobu 1 hodiny, kdy je pfidano
mitochondridlni stimulans L-carnitin v koncentraci 2,5 mM a nasledné je opét ekvilibrovano
po dobu 2 hodin. Oocyty zraji pri teploté 38,5°C, v atmosfére s vysokou vzdusnou vlhkosti a
5% CO;, po dobu 24 hodin. Zralé oocyty jsou preneseny do centrifugacni zkumavky s 2 ml
média a ¢astecné denudovany (zbaveny kumularnich bunék) vortexovanim pti 20 Hz po dobu
45 sekund.



3.1.2. Separace viabilnich spermii a testace byk0

Modifikace metod separace viabilnich spermii ze sexovanych inseminacnich davek a
fertilizace oocytl v systému in vitro byly u skotu detailné popsany v uplatnéné certifikované
metodice, ktera byla publikovana jiz drive (Machatkova et al. 2017).

Pred pripravou embryi od geneticky cennych rodica je fertilizacni schopnost
sexovanych spermii potencidlnich otcl testovana pomoci kombinaci kapacitacnich agens, jako
jsou heparin, kofein a PHE mix (penicillamin, hypotaurin a epinefrin). Na zakladé vysledk{
testace jsou optimalizovany podminky fertilizace tak, aby nasledny zisk embryi definovaného
genomu vyuzitelnych pro embryotransfer byl co nejvyssi. Pro ucely testace se pouZzivaji
srovnatelné soubory zralych oocytl ziskané od béiné populace jatecnych krav, v poctu
minimalné 50 oocytl na jednu kombinaci, primérné 100 oplozenych oocytl na testovaného
byka. Podily normalné oplozenych oocyt(, to je penetrovanych jednou spermii, s prvojadry
obou pohlavi nebo syngamii z celkového poctu inseminovanych oocytl se hodnoti za 18 hodin
po inseminaci. Uginnost embryondlniho vyvoje je moino hodnotit priibéing, ve 24-
hodinovych intervalech, po dobu 9-10 dn0, kdy embrya opoustéji zonu pellucidu (stadium
hatchingu).

3.1.3. Optimalizace oplozeni oocytu

Na zakladé fertilizaéni schopnosti spermii byk( v testaci je fertilizacni médium IVF-TALP
doplnéno vhodnou kombinaci stimulans, pfi které byla dosazena nejvyssi ucinnost oplozeni a
vyvoje embryi. Nasledné je médium ekvilibrovano v inkubatoru po dobu nejméné 2 hodin.

Caste¢né denudované oocyty jsou nejdfive promyty v IVF-TALP médiu a pfeneseny bud’
a) do mikrosystému, do mikrokapek o objemu 50 ul, pficemz v jedné kapce muze byt
kokultivovano se spermiemi az 25 oocytd v poméru 8.000 spermii/oocyt. Oplozeni v
mikrosystému probihda po dobu 60 minut, ndsledné je objem média navySen na 450 pl a
kokultivace pokracuje dalSich 17 hodin.
nebo b) do makrosystému, pfimo do 500 pl fertilizatniho média obsahujiciho 2,5 x 10°
spermii, kde jsou oocyty kokultivovany po dobu 18 hodin.

Oplozeni oocytl v obou systémech probihd pfri teploté 39 °C v atmosfére vzduchu
s vysokou relativni vihkosti a 5 % CO».

3.1.4. Kultivace ranych embryi

Za 20 hodin po inseminaci jsou potencialni zygoty preneseny na bunéény monolayer
stabilni linie BRL (Buffalo rat liver cells ATCC USA). Pro kultivaci je pouzivano kultiva¢ni medium
B2 Menezo s 10 % estralniho bovinniho séra stabilizované 0,2 mM Hepesem, ve kterém se
embrya vyvijeji pfi teploté 39°C v atmosfére vzduchu s vysokou vzduSnou vihkosti a 5 % CO;
po dobu 7-8 dnU do stadii ¢asné az vyspélé blastocysty, kdy jsou vystavena kryokonzervaci.



3.1.5. Kryokonzervace embryi

Bovinni embrya predikovaného pohlavi lze konzervovat bez ztraty vyvojové schopnosti
bud’a) standardnimi zmrazovacimi postupy nebo b) metodou vitrifikace.

a) Embrya jsou nejdrive ekvilibrovdna v pejetach ve zmrazovacim médiu TCM-199 s 10 %
estralniho séra a 10 % glycerolu pfi laboratorni teploté po dobu 10 minut a nasledné jsou
vloZzena do komory zmrazovace vychlazené na teplotu -7 °C, kde je po 10 minutdch navozena
krystalizace zmrazovaciho média (seeding). Po dal$i 10 minutové ekvilibraci jsou pejety s
embryi zmrazeny rychlosti -0,3 °C/min do teploty -35 °C, pfi které jsou ponoreny do tekutého
dusiku.

b) Embrya jsou nejdfive ekvilibrovana v médiu TCM-199 s 10 % estradlniho séra a 10 %
glycerolu pfi laboratorni teploté po dobu 7 minut. Nasledné jsou prenesena do vitrifikacniho
média TCM—-199 s 20 % estralniho séra a 30 % glycerolu. V ném se embrya ekvilibruji pfi
laboratorni teploté po dobu 90 sekund, béhem kterych jsou prenesena na kryohacky v
minimalnim mnoZstvi média. Kryohacky s embryi jsou pfitisknuty na dobu 5 sekund na
Kryoblok vychlazeny ze 2/3 v tekutém dusiku, uzavieny do dutinek a ponofeny do tekutého
dusiku.

Obr. 1 - Pfenosuschopna embrya samiciho pohlavi po kryokonzervaci a rozmrazeni; svételna
mikroskopie, zvétseni 200 x.

IV. Srovnani novosti postupti

Vétsina studii uvadi, Ze uspésnost produkce prenosuschopnych embryi a zabfezavani
krav a jalovic po inseminaci sexovanymi spermiemi byk( dosahuje primérné 70-80 % ve
srovnani s nesexovanymi spermiemi (Wheeler et al. 2006, Schenk et al 2009, Detterer and
Meinecke-Tillmann 2011). Zefektivnéni metod produkce embryi poZzadovaného pohlavi jak in
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vitro tak in vivo jsou proto zakladnim predpokladem pro Sirsi uplatnéni sexovanych spermii
elitnich byk( pfi ziskavani geneticky cenného potomstva v chovech skotu, jak je tomu
v chovatelsky vyspélych zemich EU.

Dopady technologie sexovani na fertilizacni schopnost sexovanych spermii, predevsim
na funkcni stav akrozomu, byly zohlednény pfi vyvoji modifikovanych postup( pfipravy embryi
predikovaného pohlavi in vitro, které jsou predmétem této metodiky.

V pribéhu reseni byl vyvinut efektivnéjsi postup zrani bovinnich oocytd, ktery je
vhodny nejen pro produkci prenosuschopnych embryi ale také pro pfipravu kvalitnich
cytoplastl. Metoda stimulace mitochondrii béhem zrani umoznila zvysit energetické rezervy
zralych oocytl a zlepsit jejich kvalitu prfed oplozenim nebo enukleaci. Byla zvySena ucinnost
separace viabilnich a oplozenischopnych spermii ze sexovanych inseminacnich davek,
optimalizovany podminky fertilizace oocytl a zefektivhéna produkce embryi predikovaného
pohlavi vyuzitelnych pro pfimy embryotransfer i kryokonzervaci. Pomoci kultivace v in vitro
systému byla ovéfena kryotolerance ziskanych embryi. ZvySeni efektivnosti vyvoje embryi po
fertilizaci oocytll sexovanymi spermiemi je vyznamné nejen pro produkci embryi od geneticky
cennych rodicl ale také pro vyvoj technologicky naroc¢néjsich metod jako jsou klonovani a
transgeneze. Uc&innost modifikovanych postupli umozfiuje zadlenit ,Metodu piipravu
bovinnich embryi definovaného pohlavi v systému in vitro“ do technologickych postupt
aplikovatelnych v reprodukci a Slechténi skotu.

V ramci vyvoje metodiky byl potvrzen specificky vliv fertilizacniho prostredi na pomér
samciho a samiciho pohlavi u vyvijejicich se embryi, ktery lze Gcelné vyuZit pro pripravu
prenosuschopnych embryi z nesexovaného spermatu plemennych byka.

V. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je uréena specializovanym laboratofim, které jsou opravnény k produkci
embryi geneticky cennych zvitat in vitro, dale subjektim poskytujicim chovatellim sluzby v
oblasti reprodukce a Slechténi skotu, véetné embryotransferu a soucasné i Spickovym
chovatellm, ktefi maji redlné predpoklady vyuZivat nové metody reprodukcnich
biotechnologii pro své Slechtitelské zaméry. Metodika mUZe najit své uplatnéni i u komercnich
subjektd zajistujicich chovatelim sluzby v oblasti inseminace, ponévadZ umozniuje objektivné
hodnotit fertilizacni schopnost sexovanych i nesexovanych spermii za standardnich podminek
kapacitace a oplozeni a provéfit kvalitu inseminacnich davek plemennych bykd pred jejich
pouZitim v inseminaci.

VI. Ekonomické aspekty metodiky



VI. Ekonomické aspekty metodiky

Produkce embryi definovaného pohlavi v systému in vitro nevyzaduje ve srovnani se
standardni produkci embryi skotu dalsi financni naklady, protoze umoznuje vyuzit standardni
vybaveni laboratore IVF, véetné pfistrojd, syntetickych médii a kultivacnich plastd. Hlavnim
ekonomickym prinosem metody je predevsim pfinos pro chovatele skotu, ponévad?
narozeni potomk( poZadovaného pohlavi pfispiva k rychlejSimu dosazeni ocekdvaného
genetického zisku a snizeni finan¢nich ndklad na odchov potomkd, ktefi nejsou z hlediska
Slechtitelskych zamér( chovatele zcela Zadouci. Pfedevsim v chovech mlééného skotu je
transfer embryi samiciho pohlavi od geneticky cennych rodi¢li vyznamnym chovatelskym i
ekonomickym pfinosem. Produkce embryi definovaného genomu ve specializované
laboratofi na zakladé poZadavkd chovatele umoznuje efektivnéji vyuzit reprodukéni
potencial geneticky cennych jedincl jak v soucasném procesu Slechténi, tak i pro uchovani
genovych zdrojl. Konkrétni ekonomicky prinos metodiky je zavisly na vyuzZiti této metody
chovateli a plemenné hodnoté selektovanych rodicu.
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